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 i 
초    록 
 
대장암을 비롯한 다양한 암의 중요 바이오마커(biomarker) 
중의 하나인 Matrix metalloproteinase-2(MMP-2)를 실제 사람 
혈청(human serum) 속에서 T-chip 플랫폼을 이용하여 
전기적으로 측정함으로써 개인 진단이 가능하게 하였다. 
T-chip 플랫폼은 island electrode와 enclosing electrode의 
2전극 구조로서 면적이 1,000배 이상 차이 나기 때문에 수용액에 
대한 전기 이중층(electrical double layer)의 
커패시턴스(capacitance) 차이로 수용액의 전위가 enclosing 
electrode의 전압에 고정됨으로써 수용액의 전위가 안정하게 
유지되었다. 
MMP-2의 효소 역할을 통해 분자 체인이 끊어진다고 알려진 
펩타이드(peptide)를 금 전극에 고정화 하였고, peptide 말단에는 
산화 환원 리포터(redox reporter) 역할을 하는 메틸렌 
블루(Methylene blue, MB)를 합성하여서 금 전극과 tunneling 
전류의 변화를 측정하였다. 
본 연구에서는 전극에 고정화된 MB-peptide가 혈청 속에 
들어 있는 MMP-2에 의해 잘렸을 때의 전극과 methylene blue 
사이 전자의 이동, 즉 tunneling 전류가 감소하는 것을 
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확인하였다. 이러한 특성을 이용하여 혈청 속에서 다양한 
바이오마커를 검출하는데 유용하게 사용될 수 있는 바이오센서 
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 제 1 장 서    론 
 
1.1 연구의 배경 
 
1.1.1  바이오센서(Electrochemical biosensor)의 정의 
바이오센서(biosensor)는 1962년 Leland C. Clark이 효소 
전극(enzyme electrode)을 이용하여 포도당을 감지하여 최초의 
글루코즈센서를 개발한 이래로 발전을 거듭하고 있다.  
바이오센서란 생체감지물질(bioreceptor), 신호 변환기(signal 
transducer), 그리고 이 신호들을 후처리 해주는 processor로 
구성되어 있으며 분석하고자 하는 물질을 선택적으로 감지할 수 
있는 바이오 소자 라고 할 수 있다 (그림 1) [1, 2]. 
생체감지물질로는 검출하고자 하는 target 물질과의 반응을 
통해서 신호 변환기로 측정하게 될 신호를 발생하는 물질을 
말한다. 대표적으로는 효소(enzyme), 핵산(nucleic acid), 
항원/항체(antigen/antibody), 세포(cell) 등이 있다. 
신호변환 방법으로는 전기화학(electrochemical), 형광, 
SPR(surface plasmon resonance), FET(field-effect 
transistor), QCM(quartz crystal microbalance) 등 다양한 





그림 1. Biosensor system 
 
전기화학적 바이오센서에서는 전극을 신호변환기로 
사용함으로써 검출하고자 하는 target의 특정 정보를 전기적 
신호로 직접 변화시키는 센서를 말한다. 
즉, 생체감지물질을 전극 표면에 고정 시켜 검출하고자 하는 
target과의 생물학적 인식현상을 정량적인 전류 혹은 전위 변화로 
변화시키는 장치를 말한다. 대부분의 전기화학적 바이오센서는 
그림 2와 같이 전기적 자극에 대하여 전극과 bioreceptor 사이의 
전자의 이동(산화 환원 반응)을 측정한다. 이러한 산화 및 환원 
반응을 redox 반응이라 하며, 이것에 대한 연구는 target의 농도, 
평형 상수, 반응 계수뿐만 아니라 전극 표면에서 일어나는 전자의 
 
 3 
tunneling 현상, 물질의 흡착 등 여러 가지 현상에 대한 많은 
정보를 알려 준다. 전기화학적 바이오센서에서는 일반적으로 
전압(v), 전류(i), 전하량(Q), 시간(t) 등의 변수를 측정하여 
원하는 물질을 검출하게 된다. 이러한 전기화학적 측정법에는 
순환 전압 전류법(cyclic voltammetry), 선형주사전위법(Linear 
Sweep Voltammetry), 시간대 전류법(chronoamperometry), 
시간대 전하법(chronocoulometry), 전기화학 분광분석법 
(electrochemical Impedance spectroscopy)등 다양한 측정법이 









1.1.2  암(cancer) 진단의 필요성 
인간의 몸을 구성하고 있는 가장 작은 단위를 세포 
(cell)라고 부른다. 정상적으로 세포는 세포 내 조절기능에 의해 
분열하며 성장하고 죽어 없어지기도 하며 세포 수의 균형을 
유지한다. 
그러나 여러 가지 이유로 인해 세포의 유전자에 변화가 
일어나면 비정상적으로 세포가 변하여 불완전하게 성숙하고, 
과다하게 증식하게 되는데 이를 암(cancer)이라 정의한다. 또한, 
암에는 주위 조직 및 장기에 침입하고 이들을 파괴할 뿐 아니라 
다른 장기로 퍼져 갈 수 있는 특징이 있다. 암은 억제가 안되는 
세포의 증식으로 정상적인 세포와 장기의 구조와 기능을 
파괴하기에 그 진단과 치료의 중요성이 더 강조되고 있다. 
국가암정보센터에 따르면 2014년 가장 많이 발생한 암은 
갑상선암이었으며, 이어서 위암, 대장암, 폐암, 유방암, 간암 
순으로 많이 발생하는 것으로 나타났다. 특히 2015년에는 암으로 
사망한 사람은 총 76,855명으로 전체 사망자의 27.9%가 암으로 
사망하고 있다 [3]. 사망률이 가장 높은 암종은 폐암(전체 암 
사망자의 22.6%인 17,399명)이었으며 다음으로는 간암(14.7%), 






그림 3. 2015년 암종별 사망자수 : 남녀전체 
 
이처럼 사망률의 큰 비중을 차지하는데 암으로 인해 
나타나는 징후와 증상의 초기 단계에는 특별한 증상이 없는 
경우가 많다. 또한, 증상이 비특이적이기 때문에 다른 질환과의 
구분도 어렵다. 그러나 암이 자라면서 주위의 기관, 구조물, 혈관, 
신경을 압박하게 되며 여러 징후와 증상이 나타나게 되는데 
일반적으로 이러한 경우에 발견을 하게 되면 이미 암을 





1.1.3  암 진단 바이오마커로 Matrix metalloproteinase-2 
(MMP-2)를 사용하는 이유. 
암 세포가 성장하여 침습, 전이를 일으키기 위해서는 암 세포 
침습에 일차적인 장벽 역할을 하는 기저막 및 세포외기질의 
분해과정이 필수적이기 때문에 암 세포는 다양한 단백질 
분해효소를 분비한다. 단백질 분해효소에는 여러 종류가 있는데 
특히 matrix metalloproteinases (MMPs)가 암 세포의 침습과 
전이 과정 중에 매우 중요한 역할을 하는 분해효소로 알려져 
있다[4–7]. 
MMPs는 현재까지 약 23종류(MMP-1, MMP-23)가 
발견되었으며, 그 중, MMP-2의 과발현은 대장암과 유방암등의 
진행과 연관이 있다 [8–14]. MMP-2는 일반적으로 종양세포에서 
분비가 되며 분비된 MMP-2는 혈관 속으로 침투하게 된다. 그 
후, 혈관 속에서 혈액을 타고 몸 속 전체로 이동하며 뼈나 여러 
장기들을 감염시키게 되어서 사람이 암에 걸리게 된다 (그림 4) 
[15–17]. 그래서 MMP-2가 대표적 암 진단 바이오마커로 널리 







그림 4. 종양세포 속에서 MMP-2 분비 과정 
 
현재까지 의학계에서는 대장암 진단에 있어 human serum 속에서 





1.2 연구의 목적 
 
본 연구에서는 개인 암 진단용 칩 구현에서 
- 전기적 진단 
- human serum 속에서의 바이오마커 검출 
 
을 만족 할 수 있는 바이오센서의 가능성을 탐색하기 위하여 
 암 진단 바이오마커인 MMP-2를 동심 구조 전극과 MB가 
합성된 peptide (MB-peptide)를 이용해 정량적으로 검출할 수 
있는 전기적 tunneling current biosensor를 구현하고자 한다. 
기존의 전기화학적 biosensor는 전위를 유지시키기 위한 기준 
전극을 사용해야 하지만 본 연구에서 사용한 동심 구조 전극의 
특징을 이용하여 기준 전극을 사용하지 않고 간단하게 구현 
가능하다는 장점을 가지고 있다.  
이러한 목적을 달성하기 위해 MB가 합성된 peptide를 전극에 
고정화 시킨 뒤, 기준 전극 없이 용액의 전위를 잡아주는 
enclosing electrode를 0V로 고정하고, 검출하고자 하는 target인 
human serum 속 MMP-2와의 반응을 확인할 island 
electrode에 전압을 가해주어 MB-peptide와 전극 표면 





1.3 논문의 구성 
 
본 논문의 구성은 다음과 같다. 2장에서는 소자의 구조와 
MMP-2를 검출하기 위한 필요한 중요 요소들에 대해서 설명한다. 
2.1장은 검출하고자 하는 MMP-2에 특이적으로 반응하는 
peptide, 2.2장은 전자의 tunneling state 역할을 하는 Methylene 
blue에 대한 소개, 2.3장은 센서로 사용되는 소자 구조에 대한 
설명, 2.4장에서는 MMP-2 검출 센서 제작 과정, 3장에서는 
MMP-2가 들어있지 않은 Human serum만을 이용한 Control 
실험과 MMP-2가 들어있는 Human serum을 이용하여 측정한 
실험 결과에 대한 내용을 설명하고, 4장에서는 결과와 앞으로의 




 제 2 장 실험 설계 
 
2.1 Peptide substrate for MMP-2 
 
본 연구에서는 MMP-2와 특이적으로 반응하는 peptide를 금 
전극 (Au electrode)에 고정화 시키고 MMP-2가 peptide와 
반응을 할 때 변하는 tunneling 전류를 측정한다. 
본 연구에서 사용 되어진 peptide는 다음과 같다. 










2.2 Tunneling state 로서의 Methylene blue (MB) 
 
Mehtylene blue는 헤테로 고리 방향족 화합물로 상온에서는 
짙부른 녹색을 띄며, 산화 시 푸른색, 환원 시 무색을 띄는 특징을 
가지고 있기 때문에 주로 산화 환원의 지표로 사용된다.  
본 실험에서는 Methylene blue를 그림 5에서의 peptide의 
Gly 부분에 합성하여 전극에서 전자의 tunneling을 가능하게 










Methylene blue는 전자 2개와 수소 한 개를 받아 
Leucomethylene blue로 환원 되게 되고 반대로 
Leucomethylene blue에서 전자 2개와 수소 한 개를 내어 놓게 
되면 산화가 되어 Methylene blue로 바뀌게 되는 mechanism을 













2.3 센서 소자 구조  
 
본 연구에서 사용하게 될 소자는 실리콘 기판 위에 
1μm두께의 실리콘 산화막이 길러져 있고 그 위에 200nm 
두께의 금을 증착하여 전극으로 사용한다. 측면에서 본 소자의 









그림 8 에서 보듯이 금 전극은 island electrode와 이를 
둘러싸고 있는 enclosing electrode로 이루어져 있다. Island 
electrode의 지름은 50μm이고 enclosing electrode는 island 
electrode로부터 약 10μm 떨어져있고 island electrode의 
면적에 비해 약 1000배 이상의 큰 넓이 차이를 띄고 있다. 
소자에 떨어뜨리는 수용액의 전위는 수용액과 전극 사이에 
생성되는 Electrical double layer (EDL) capacitance 값에 따라 
결정 되는데, 상대적으로 island electrode보다 enclosing 
electrode의 면적이 매우 크기 때문에 EDL capacitance 값도 
그만큼 커지게 된다. 따라서 간단한 등가 회로와 수식 (그림 
9(a))을 통해서 확인해 보면 수용액의 전위는 enclosing 
electrode의 전압에 지배를 받게 된다 [22,23]. 그림 9(b)는 
수용액의 전위가 enclosing electrode의 전압에 지배 받는 것을 
실험을 통해 확인한 그래프 이다. Island electrode를 0V로 
고정시키고 enclosing electrode의 전압을 -0.6V~0.6까지 
sweep 하였을 때 수용액의 전위를 측정하면 기울기는 0.98이고, 
반대로 enclosing electrode의 0V로 고정시키고 island 
electrode의 전압을 sweep 하였을 때의 그래프 기울기는 
0.02이다. 결과를 통해서 수용액의 전위가 enclosing electrode의 
전압에 강하게 지배 받는 것을 확인 할 수 있었고, 이러한 특징을 







그림 9. (a) 동심원 구조 전극 소자의 등가 회로와 수용액의 
전위를 결정하는 수식, (b) enclosing electrode와 island 




2.4 MB-peptide 기반 MMP-2 검출 센서 제작 
 
이번 장에서는 methylene blue가 합성된 peptide를 
이용하여 MMP-2 검출 biosensor 제작 과정과 원리에 대해 
말하고자 한다. 앞서 소개한 소자에서 MMP-2를 검출하기 
위해서는 소자의 금 전극 위에 redox reporter인 methylene 
blue가 합성된 peptide를 고정시켜야 한다. 가루 상태의 MB-
peptide에 Dimethyl sulfoxide (DMSO)을 이용하여 희석 시켜서 
MB-peptide 용액을 만들었다. 이 용액을 소자에 incubation 
시키기 위해 Polydimethylsiloxane (PDMS)를 이용하여 well을 
만들어 MB-peptide 1μM을 떨어뜨려 12시간 이상 반응시켰다. 
이 과정을 거치게 되면 MB-peptide의 말단에 cysteine과 금 
전극 간의 thiolate 결합을 통해 금 전극에 고정되게 된다. 
다음으로 spacer와 blocking layer 역할을 하는 6-mercapto-
1-hexanol (MCH)을 떨어뜨려 50분 동안 반응 시키게 되면 
최종적으로 MB-peptide based MMP-2 biosensor를 제작할 수 







그림 10. MB-peptide based MMP-2 biosensor 모습 
 
sensor로써 제작이 완료되면 peptide에 합성되어 있는 
methylene blue에 의해 전자의 tunneling 현상을 측정하여 
human serum 속의 MMP-2 농도를 정량적으로 측정하는 원리에 
기반하고 있다. MB-peptide가 고정되어 있는 금 전극에 MMP-
2가 들어있는 human serum을 넣어주게 되면 peptide의 
일부분이 잘려 나가게 되고 peptide에 합성되어 있는 methylene 
blue 또한 잘려진 peptide와 함께 떨어져 나가게 된다. 따라서 
전극과 전자를 주고 받을 수 있는 methylene blue의 개수가 
줄어들게 되어 tunneling 전류가 감소하게 되고, 이 전류 감소를 
측정하여 human serum 속 MMP-2 농도를 정량적으로 검출 할 












그림 11. (a) 금 전극에 MB-peptide가 고정화 되어있는 상태, 








3.1 MB-peptide 기반 tunneling biosensor의 전류 
특성 분석 
 
3.1.1.1 Biosensor 제작 과정에 따른 전류 파형 변화 측정 
MMP-2를 검출하는 센서로 만들기 위한 과정에서 MB-
peptide의 고정화가 제대로 이루어 졌는지 확인해 보았다. 앞 
장에서 설명한 구조의 소자를 이용하여 금 전극 위에 아무것도 
없는 상태에서 PBS 용액만 떨어뜨려 전류를 확인해 보았다 (그림 
12(a)). Bare 상태에서 전압을 인가 하였을 때에는 전자의 
tunneling이 발생할 수 있는 tunneling state가 존재 하지 않기 
때문에, 전압 전류 그래프에서 tunneling이 발생할 때 나타나는 
peak전류가 나타나지 않았다. 
다음으로 전자의 tunneling state 역할을 하는 methylene 
blue가 합성된 peptide를 12시간 이상 고정화 시키고, 남은 전극 
표면을 blocking 하고 spacer 역할을 하는 MCH를 1시간동안 





























그림 12. MB-peptide biosensor 제작 과정별 전류 변화 그래프 
(a) Bare electrode에서 측정한 전류 그래프,  




3.2 전압 인가에 따른 MB-peptide biosensor의 
energy state 변화 
 
Bare electrode에서 측정한 전류와 비교하여 금 전극에 MB-
peptide를 고정화시킨 후 측정한 전류의 변화에 대해서 energy 
state를 통해 분석을 해보았다 [24]. 
본 연구에서는 cyclic voltammetry를 이용해 전류를 측정하
였다. 전압은 초기에 -0.3V로 5초 동안 인가해준 뒤 0.2V까지 
double sweep을 하였고, scan rate는 1 V/sec로 측정을 진행하였
다.  
먼저 전압을 인가하기 전의 MB-peptide biosensor의 
energy state는 그림 13(a)와 같다. 전압을 인가하지 않은 평형
상태일 때는 MB-peptide가 MB+와 LMB 두 가지 상태로 공존해 
있다. 이때 -0.3V의 전압을 5초간 인가해주면 그림 13(b)와 같
이 금 전극의 energy level이 높아지게 되어 금 전극에서 MB+로 
전자의 tunneling이 발생하게 되고 결과적으로 biosensor 계면의 
상태는 모두 LMB로 바뀌게 된다. 이와 같이 초기 계면의 상태를 
MB+와 LMB가 공존하는 상태에서 LMB상태로 바꾼 뒤에 전류 







     (a)                                   (b)  
 
그림 13. MB-peptide biosensor의 energy state (a) 전압이 인
가되지 않은 초기 상태, (b) -0.3 V를 5초 동안 인가한 후의 상태 
 
다음으로 0.2V까지 전압을 sweep 하면서 전류를 측정하면 
그림 14(b)와 같이 금 전극의 energy level이 낮아 지기 때문에
LMB에서 전극으로 전자의 tunneling이 일어난다. 0.2V까지 
sweep을 한 이후에는 다시 -0.3V까지 전압을 sweep하는데 이
때는 positive voltage sweep을 했을 때와 반대로 전극에서 MB+





(a)                                   (b)  
 
그림 14. MB-peptide biosensor의 energy state 
(a) -0.3 V를 5초 동안 인가한 후의 상태,  
(b) 0.2V까지 positive voltage sweep을 진행한 후의 상태 
 
앞에서 설명한 voltage sweep의 모든 과정을 전류 그래프로 
나타내면 그림 15와 같다. 초기에 -0.3V를 5초동안 인가하여 계
면의 상태를 모두 LMB로 바꾼 뒤, 0.2V까지 positive voltage 
sweep을 하게 되면 LMB에서 전극으로 전자의 tunneling이 일어
나면서 전류가 계속 증가하게 된다. 하지만 계면에 전자를 내어줄 
수 있는 LMB가 모두 고갈되면 전류가 감소하게 된다. 0.2V까지 
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sweep이 끝난 후 반대로 -0.3V까지 negative voltage sweep을 
하게 되면 전극에서 MB+로 전자의 tunneling이 일어나면서 전류
가 증가하고 마찬가지로 전자를 받을 수 있는 MB+가 고갈되면 전










3.3 Human serum 에서의 control 실험 
 
Human serum속에서 MMP-2를 검출하기 위해서는 먼저 
control 실험으로 human serum 속에 MB-peptide의 분자 chain
을 자르는 물질이 있는지 확인해 보았다. 일반적으로 human 
serum 속에는 수많은 단백질들이 들어있다고 알려져 있기 때문에 
human serum속에서 순수한 MMP-2만의 반응을 확인 하기 위해 
아래와 같은 실험을 진행하였다 (그림 16(a)). 먼저 MB-peptide
만 있는 initial 상태에서 human serum과 30분간 반응을 시킨 후 
전류를 측정해보았다 (그림 16(b)). 그 결과 human serum 속 수
많은 단백질에 의해 전극 표면과 Methylene blue 사이에 전자의 
이동을 막는 물질들이 존재 하였기 때문에 tunneling current가 
감소하는 결과를 얻었다. 감소하는 tunneling current는 MB-
peptide가 잘리는 것이 아니라는 것을 증명 하기 위해 non-
specific 한 물질을 제거 하는 것으로 널리 알려진 Tween-20 물
질을 사용하여 전극에 있는 human serum을 wash 한 후, 다시 
측정을 해보았다 (그림 16(c)). 그 결과 전극에 있던 serum 속 
단백질들이 씻겨 나가게 됨으로써 초기의 전류 값을 얻게 되었다. 
Control 실험을 통해서 human serum 속에는 MB-peptide를 자
르는 물질이 없다는 것을 증명하게 되었고 이후 실험에서는 





















그림 16. (a) MB-peptide와 human serum간의 반응, (b) MB-
peptide와 human serum을 30분 동안 반응 시킨 후의 전류 





3.4 Human serum 속 MMP-2 농도에 따른 변화 
 
다양한 농도의 MMP-2와 추가로 MB-peptide와 반응하지 
않는 물질 (non-specific target)인 urokinase-type 
plasminogen activator (uPA)를 이용하여 농도 별 peak점에서의 
전류 감소율을 측정하였다. 측정은 앞 절에서 실험한 것과 같이 
PBS 용액 대비 target을 떨어뜨리고 실시간으로 peak점에서의 
전류 변화를 1500초까지 살펴 보았다. 실험에 사용된 target은 총 
5개로써, MMP-2가 들어있지 않은 human serum과 MMP-2를 
660pM부터 50nM까지 3가지의 농도를 섞은 human serum, 
non-specific target인 uPA를 100nM 넣은 human serum을 
target으로 이용하였다. 
그 결과 target molecule을 떨어뜨린 후 약 800초 이후의 반
응에서는 전류의 변화가 물질과는 상관없이 일정하게 saturation 








그림 17. 다양한 농도의 MMP-2와 uPA를 떨어뜨린 뒤 peak점




1500초까지 반응이 끝난 이후 peak 점에서의 전류 변화를 
비교해본 결과, human serum속 MMP-2가 들어있지 않은 것과 
non-specific 물질인 고농도의 uPA를 사용하여 측정 시 비슷한 
전류 변화를 나타내고 있으며 나머지 MMP-2가 들어있는 human 
serum에서는 MMP-2의 농도에 따른 전류 변화의 경향성이 뚜렷
하게 나타나는 것을 볼 수 있다 (그림 18). 모든 측정은 농도 별 
4회씩 측정을 하였으며 MB-peptide biosensor를 통해 검출 가
능한 한계는 660pM 정도가 되는 것으로 확인 할 수 있었다.   
 
 




제 4 장 결론과 앞으로 연구 제안 
 
본 연구에서는 암의 침윤과 전이에 중요한 역할을 하는 
MMP-2를 human serum 속에서 검출하는 전기적 tunneling 
biosensor를 개발하였다. Enclosing electrode의 면적이 island 
electrode의 면적보다 1,000배 이상 큰, concentric electrode의 
구조적 특징을 통해 기준 전극이 없이 두 전극 만을 사용하여 
biosensor를 더욱 간단하고 소형화 할 수 있었다.  
MMP-2를 검출하기 위하여 특이적으로 반응하는 MB-
peptide를 금 전극에 고정화를 통해 안정적인 전압 전류 그래프를 
얻을 수 있었다. 이렇게 제작된 바이오센서는 검출한계가 약 
660pM   정도로 MMP-2를 검출 할 수 있었고, 다른 물질을 
대조 군으로 사용하였을 때 농도에 따른 경향성이 보이지 않는 
것까지 확인 하였다.  
본 연구를 통해 MB-peptide와 concentric electrode 구조를 
이용한 바이오 센서를 통해 peptide와 특이 반응을 하는 물질을 
검출할 수 있음을 확인하였으며, 또한 이러한 센서의 특징을 
이용하여 MMP-2 뿐만 아니라 다양한 물질을 검출하는 
바이오센서로 활용될 수 있을 것이라 생각된다. 
본 연구의 목적인 개인 암 진단용 전기 바이오 센서의 응용을 
위해서 더 필요한 연구 항목을 제안하면 다음과 같다. 
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- 다양한 nonspecific target을 이용한 센서의 selectivity 
검증 
- CMOS 칩의 여러 cell을 활용하여 다양한 바이오마커의 
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We report a method for electrochemical measurements of 
the matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) in the human 
serum as the biomarker of various cancers using the T-chip 
platform. The T-chip platform is an electrochemical 
biosensor consisting of two metal electrodes; island electrode 
and enclosing electrode. The enclosing electrode is ca. 1000 
times larger than island electrode, thereby the serum 
electrolyte is electrically stabilized.  
The peptide labeled with methylene blue (MB) specific to 
MMP-2 was immobilized on an Au electrode using thiol group, 
in which the MB was used as a redox reporter representing 
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the decrease in the redox currents when MMP-2 molecules 
cleave peptides. Our result showed that the electrical signal 
reduction was found for the concentration in the range from 
660 pM to 50 nM which is below the cutoff frequency as the 
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